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PROCEDE DE CONTROLE BIOLOGIQUE DE LA CONTAMINATION FONGIQUE DES CEREALES PAR 
L'APPLICATION DE GEOTRICHUM CANDIDUM AU COURS DE LA VEGETATION. 

L'Inventlon a trait a un proc^de de prevention ou de 
traitement des contamination de c^r^ales ou des moisissu- 
res producteurs de mycotoxines parl'application d'un micro- 
organisme de la famine de Geotrlchum candidum, sous for- 
me de pulverisation en champs. Elle porte aussi sur {'utilisa- 
tion d'un micro-organlsme de la famine de Geotrichum 
candidum. 
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L'invention a trait a rapplication d'un micro-organisme, Geotrichum 
5 candidum . sous forme de pulverisation en champ, pour le traitement des 
cereales contaminees par des moisissures. en particulier par des souches 
de Fusarium . 

La present© invention trouvera son application dans le domaine de 
Tagriculture. 

10 Les maladies des cereales. en particulier les fusarioses des 6pis 

sont & Torigine de dommages importants: perte de rendement, 
depreciation de la quality de la recolte avec alteration des valeurs 
technologiques des cereales. Ces maladies des plantes sont aussi d 
Torigine de la biosynthese de mycotoxines que Ton retrouve sur les grains a 

15 la recolte. 

II est en effet connu que toutes les cer6ales sont contamin6es par 
des moisissures, en particulier des souches de Fusarium . Les principales 
especes de Fusarium rencontr6es sur les cer6ales sont les especes 
gramineamm, culmomm, sambucinum, poae, proliferatum, ou encore 

20 nivale. Les souches contaminant les c6r6ales produisent des mycotoxines. 
A titre d'exemple, les principales mycotoxines produites par Fusarium sont 
les trichothecenes de type A et B (Deoxynivalenol, Nivalenol ou T2-toxine 
par exemple), comp!6mentees par la zearal6none et les fumonislnes pour 
le mais. La nature des mycotoxines depend des especes de Fusarium 

25 presentes. En particulier, certaines mycotoxines resistent aux conditions de 
transformations et peuvent se retrouver ainsi dans les produits finis. Elles 
presentent alors un risque pour la securite alimentaire. 
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II est par consequent important de pr6venir la fusariose des 6pis, la 
contamination des grains par les moisissures et la production de 
mycotoxines au cours de la vegetation des cereales. 

Le principal moyen connu de lutte centre les contaminations par les 
5 moisissures est le traitement des cultures par rutilisation de fongicides. II 
reste que Tutilisation des fongicides en agriculture pose diff^rents 
problemes : Les fongicides sont des produits chimiques biologlquement 
actifs et leur application en champs pecit done presenter des risques 
toxicologiques et ecologiques. D'autre part, la faible stability des produits 
10 fongicides necessite le renouvellement regulier des traitements au cours de 
la vegetation. Le traitement doit aussi avoir un spectre d'action 
suffisamment large tout en etant limite aux champignons. Enfin. Tefficacite 
de ces traitements n'est pas totale sur epis (20 ^ 80% d'efficacite) et faible 
sur grains (0 a 30% d'efficacite). De plus des observatoires menes 
15 recemment sur differents lots de cereales montrent qu'une grande partie 
des lots presentent apres traitement une teneur en mycotoxines encore 
significative de plusieurs centaines de microgrammes par kg. 

II existe done un reel besoin de developper des methodes de 
traitements des contaminations par les moisissures qui constituent des 
20 alternatives aux methodes de traitements par les fongicides. 

Par I'ensemencement d'un micro-organisme non producteur de 
mycotoxines. la pr6sente invention a pour but d'inhiber le developpement 
de la flore fongique et en particulier des especes Fusarium contaminant les 
epis et les grains, ainsi que la production de metabolites secondaires des 
25 champignons, tels que les mycotoxines. 

Des methodes de traitements similaires sont decrites dans Tetat de 
la technique (WO 91/01641. US 4.842.871. US 5.668,008) sous le nom de 
« controle biologique » et comprennent Tutilisation d'un micro-organisme 
non pathogene et non producteur de mycotoxines sur des produits de 
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I'agriculture pour limiter le developpement de flores microbiennes 
indesirables. 

En particulier, I'utilisation de micro-organismes non pathogenes 
selectionnes a §t6 propos6e pour r§duire le d6veloppement de la flore 
fongique en malterie. Par exemple, des bact6ries lactiques sont utilis§es 
pour rdduire le developpement de la flore fongique et plus pr6cisement de 
Fusarium (WO 94/16053). L'utillsation de la souche Geotrichum c andidum 
naturellement presente sur I'orge en cours de germination et sur le malt fini 
a aussi ete propos6e, d'une part, pour inhiber le developpement de la flore 
toxicogene au cours du maltage et d'autre part, pour ameliorer la qualite 
biochimique et physico-chimique du malt (WO 96/34085). Un avantage de 
la souche Geotrichum candidum selectionnee est qu'elle ne produit pas de 
substances toxiques et teratogenes pour un vertebre. ni de substances 
presentant des activites genotoxiques. 

L'application de Geotrichum candidum en malterie n'6tait pas a priori 
transposable au champ en raison principalement des differences 
d'environnement et de m6thodes d'ensemencement. Dans le cas de la 
malterie, i'ensemencement se fait en milieu liquide et en presence de 
nutriments organiques apportes principalement par les grains d'orge et a 
une temperature comprise entre 15 et 20X. Au champ, I'ensemencement 
se fait par pulverisation et dans des conditions atmospheriques variables. 

La presente invention resulte en particulier d'etudes sur la 
contamination des epis par Fusarium en fonction d'essais de pulverisation 
en champ de culture de Geotrichum candidum . De mani§re int6ressante. 
ces etudes ont montre un effet inhibiteur de Geotrichum candidum sur la 
contamination par des champignons tels que Fusarium sp. Elles montrent 
aussi une diminution de la presence des mycotoxines et une augmentation 
des rendements des cultures en plein champ. 



2813166 



4 

Plus precis6ment, Tinvention fournit un proc6d6 de prevention ou de 
traitements des contaminations de cereales par des champignons ou des 
molsissures producteurs de mycotoxines comprenant la pulverisation en 
champs d'une suspension aqueuse de spores d'un micro-organisme de la 
5 famille de Geotrichum candidum possedant les caract6ristiques suivantes : 

- une absence d'activit§ mutagene mesuree par le test d'Ames, 

- une absence de production de mycotoxines. 

Des champignons ou des molsissures producteurs de mycotoxines 
sont notamment de Tespece Fusarium . 

10 Dans une fomne preferee de Tinvention, une suspension aqueuse de 

spores d'une souche de Geotrichum candidum issue de levures utilis§es en 
malterie est pulv6ris§e. De maniere encore pr6f§r6e, ces spores sont 
issues de Tune des souches d^posees le 6 septembre 1994 sous les n° 
1.1474 et 1.1975. 

15 Selon invention, les spores de Geotrichum candidum sont produites 

par le systeme SKW biosystems (BP20 77260 LA FERTE-SOUS- 
JOUARRE). Les spores sont conditionn^es en solution a une concentration 
approximatives de 5x10® unites formant une colonie par ml. (FCU) appelee 
solution mere. Avant la pulverisation, la concentration de Geotrichum 

20 candidum est diiuee dans une solution aqueuse dans un rapport de 1 ^ 
100. 

Dans une autre fomne de realisation de invention, d'autres micro- 
organismes, tels que les bact6ries lactlques. ayant un effet connu dans le 
controle biologique du developpement de micro-organismes pathogenes, 
25 sont associes a Geotrichum candidum dans la suspension aqueuse. 

L'ensemencement des spores de Geotrichum candidum s'effectue 
par pulverisation en champ d'une suspension aqueuse de spores ci I'aide 
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de pulverisateurs classiquement utilises pour les traitements herbicides, 
fongicides ou insecticides des cultures en champs. 

De 100 a 150 litres a Thectare de dilution de la solution mdre de 
spores de la famille de Geotrichum candidum sont pulv§ris6s. Ces valeurs 

5 correspondent a une pulverisation de 10^ a 10^^ spores par hectare. La 
p6riode d'ensemencement est choisie parmi les differents stades de la 
vegetation (tallage, debut montaison, 1 noeud, 2 noeuds, 3 noeuds, 
gonflement, sortie demiere feuille, derniere feuille etalee, eclatement de la 
graine, epiaison et floraison). L'ensemencement est realise en une seule 

10 fois ou en plusieurs fois, aux differents stades de la vegetation. De maniere 
preferee. Tensemencement est realise en une seule fois. au stade epiaison- 
floraison du developpement des cereales. 

invention permet ainsi de traiter les c6r6ales contamin6es par des 
champignons. Les cereales traitees sont en particulier le ble, I'orge. le 
15 seigle. I'avoine, le maTs ou le triticale. 

Dans une mise en oeuvre particuliere du precede de I'invention, la 
pulverisation d'une suspension de spores de la famille Geotrichum 
candidum est assoclee a un traitement fongicide. Les r6sultats foumis dans 
la partie exp6rimentale du pr6sent texte montrent un optimum d'efficacit6 

20 en tenne de diminution de la production de mycotoxines et de rendement 
des cultures en champs lorsque la pulverisation est realisee en association 
avec un traitement fongicide. Le traitement fongicide comprend I'utilisation 
de tout type de produit fongicide seul ou en association selon des proc6des 
connus permettant une diminution de la contamination par la flore fongique 

25 ou de la production de mycotoxines. Des exemples de produits fongicides 
sont Tazoxystobine, le bromuconazole, le tebuconazole, I'epoxyconazole ou 
le kresoxymethyle. Bien entendu, la liste des produits fongicides utilisables 
presente ici n'est pas limitative. 
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Le traitement fongicide est de preference appliqu6 au stade demiere 
feuille du deveioppement de la c^r^ale ou au stade floraison. Un exemple 
de traitement fongicide realise au stade demiere feuille comprend du 
kresoximmethyl et de repoxiconazole. Un exemple de traitement fongicide 
5 realise au stade floraison comprend de I'azoxystobine et du 
bromuconazole. Le fongicide peut etre applique separement a la 
suspension aqueuse comprenant ies spores ou directement ajoute a la 
suspension aqueuse de spores de Geotrichum candidum . 

Les resultats presentes dans Ies exemples ont permis de montrer 
10 I'efficacite de Tutiiisation de Geotrichum candidum dans la prevention des 
contaminations des cultures par des champignons ou moisissures. Ces 
champignons ou moisissures sont a I'origine de nombreuses maladies 
telles que le pi^tin verse, I'oidium, la rouille brune, la septotriose, 
rhelminthosporiose, la rynchosporose et la fusariose. 

15 L'invention porta par consequent sur rutilisation d'un mlcro- 

oganisme de la famille de Geotrichum candidum dans la fabrication d'une 
preparation apte a traiter ou a prevenir les maladies resultant de la 
contamination des cultures par des champignons ou moisissures. 
notamment le pietin verse, Toidium, la rouille brune, la septotriose, 

20 rhelminthosporiose, la rynchosporose et la fusariose. 

La contamination par le deveioppement de moisissures conceme 
■'ensemble des produits de I'agriculture et plus particulierement les 
cereales, les fmits, les legumes et les vignes. Ces contaminations peuvent 
s'accompagner d'une production de mycotoxines. La pulverisation d'une 
25 suspension aqueuse de Geotrichum candidum permet de diminuer de 
maniere significative la quantite de mycotoxines presentes sur les produits 
de Tagricuiture. Par consequent, invention porte egalement sur Tutilisation 
d*un micro-organisme de Geotrichum candidum dans la fabrication d'une 
preparation apte a diminuer d*au moins 30 % et de preference au moins 
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50 % la production de mycotoxines lore de la vegetation des cultures de 
c6r6ales, de fruits, de I6gumes at des vignes. 

Plus pr^cis^ment, les micro-organismes de la famille de Geotrichum 
candidum sont utilises dans la preparation de suspensions aqueuses de 
spores permettant la pulverisation de 10^ a 10^^ spores § {'hectare. De 
mani^re pr6f6r6e, rutilisation d'un micro-organisme de la famille de 
Geotrichum candidum telle que d6crite plus haut est associ6e a un ou 
plusieurs fongicides. De maniere encore pr6f6r6e, les fongicides associ6es 
sont choisis parmi I'azoxystobine. le bromuconazole, l'6poxyconazole, le 
krezoxymethyle ou une association de ceux-ci. 

Le contrdle biologique peut aussi etre realise par {'utilisation d'une 
association de diff6rents micro-organismes. En effet, i{ peut etre 
avantageux de r6unir les effets inhibiteurs de plusieurs micro-organismes 
lorsqu'iis sont compl6mentaires, notamment un champignon et une 
bact6rie. En particulier, I'invention porte sur {'utiiisation de Geotrichum 
candidum en association avec d'autres micro-organismes, tels que les 
bacteries lactiques, pouvant jouer un role benefique dans le contrSle 
biologique des contaminations ou de la production de mycotoxines. 

Les exemples de mise en oeuvre du precede de invention 
permettent de montrer la faisabilite et I'efficacite du traitement en 
comparaison d d'autres traitements fongicides, sans en limiter la port6e du 
precede de I'invention. lis permettent en particulier de comparer I'efficacite 
du traitement en fonction du stade de son application et en fonction de son 
association avec un traitement fongicide. 

Exemple 1 : Comparaison du pourcentage de contamination de Fusarium 
et Geotrichum presents sur les epis en fonction de la methode de 
traitement choisie 
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Afin de quantifier Teffet de la pulv6risation d'une suspension de 
Geotrichunn candidum , 1 litre de solution mere par hectare contenant 
5x10^^ spores par litre (Levure de malterie IFBM, produit de SKW 
Biosystem) a ete pulveris6 apres dilution a diff6rents stades de la 

5 vegetation afin d'obtenir une implantation de Geotrichum candidum sur les 
epis. Les resultats en pourcentage de contamination de Fusarium et 
Geotrichum presents sur les epis sont pr6sentes dans le tableau 1 en 
fonction du stade auquel les traitements sont realises (stade demiere feuiile 
ou stade floraison) et du procede utilise {proc6de par pulverisation des 

10 spores uniquement « Geotrichum », ou en association avec un traitement 
fongicide). Le pourcentage de grains contamines est evalu§ par depot des 
grains sur un milieu g6los6 et incubation des boites permettant le 
developpement des moisissures contaminantes. Le traitement fongicide 
utilise est un traitement par pulverisation de 0.5 litre d'azoxystobine a 250 

15 g/l («Amistar» de Zeneca-Sopra) et de 0.6 litre d'un melange de 
bromuconazole S 167 g/l et de t§buconazole a 107 g/l (« Soleil » de Rhone- 
Poulenc Agro). 



TABLEAU 1 : 



Stade de traitement 


% de contamination 


Traitement 


Fusarium 


Geotrichum 


Demiere feuiile 


Floraison 






Geotrichum 




87 


4 




Geotrichum 


70 


55 




Amistar 0.5 1 
+ Soleil 0,6 1 
+ Geotrichum 


51 


62 


Geotrichum 


Amistar 0.5 1 
Soleil 0.6 1 


100 


0 
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II est necessaire de rappeler que le mode d'ensemencement de 
Geotrichum candidum par pulverisation, est different de celui utilise en 
malterie. 

Les resultats montrent clairement la possibilit6 d'obtenir una 
5 implantation de Geotrichum candidum sur les 6pls par un mode 
d'ensemencement par pulverisation, De plus, ils montrent que cette 
implantation s'accompagne d'une diminution de la contamination par 
Fusarium . Ils montrent aussi qu'un optimum d'efficacit6 est obtenu quand la 
pulverisation se fait au stade floraison. On constate enfin qu'un traitement 
10 Geotrichum candidum couple avec un traitement fongicide (Amistar + soleil) 
au stade floraison pemiet implantation de Geotrichum candidum avec une 
diminution plus importante de la contamination par Fusarium . 

Ces resultats demontrent ainsi TefRcacite de Tutilisation de souches 
de Geotrichum candidum dans le traitement ou la prevention des maladies 
15 developpees par la contamination des cultures par des champignons ou 
moisissures par pulverisation d'une suspension aqueuse de spores. 

Example 2 : Comparaison de la quantite de mycotoxines produites et des 
rendements des cultures en fonction de la methode de traitement choisie 

Les resultats present§s dans les tableaux 2 et 3 ont pour but de 
20 montrer I'effet du traitement de Geotrichum candidum sur la reduction de la 
production de mycotoxines lors de la vegetation. Cette demonstration est 
effectuee au travers du dosage du d6oxynival6nol, la mycotoxine produite 
par Fusarium , la plus rencontree sur les c6r6ales. Les experimentations ont 
ete r6alisees sur des cultures de bl6 en parcelles d'essais de 100 m^ 
25 (tableau 2) en association avec un traitement fongicide (Amistar et soleil) et 
en plein champ (plusieurs hectares) (tableau 3) en association avec un 
traitement fongicide par pulverisation d'epoxiconazole a 125 g/l et de 
kresoximmethyl d 125 g/l (traitement OGAM de BASF). 
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TABLEAU 2 : 



Stade de traitement 


Mycotoxines 


Rendement 


Traitement 


Deoxynivalenol pg/kg 


quintaux /ha 


Derniere 
feuille 


Floraison 








AmistarO.51 
+ Soleil 0.6 1 


2600 


70.2 


Geotrichum 


Amistar 0.51 
-1- Soleil 0.6 1 


2200 


70.7 




Amistar 0.5 1 
+ Soleil 0.6 1 
+ Geotrichum 


1700 


72.5 



TABLEAU 3 : 



Stade de traitement 


Mycotoxines 


Traitement 


Deoxynivalenol ppb 


Derniere feuille 


Floraison 




OGAM 0.5 1 




400 


OGAM 0.5 1 


Geotrichum 


190 
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On note que les diffSrentes associations fongicides / Geotrichum 
candidum ont un effet sur la reduction de la production de mycotoxines 
avec un effet amplifie quand Geotrichum candidum est pulv6ris6 a la 
floraison. II convient d'obsen^er, en outre, que cette am6lioration 
5 s'accompagne d'une augmentation sensible et significative des rendements 
(tableau 2). Ces rSsultats indiquent que I'utilisation de Geotrichum 
candidum eventuellement en combinaison avec un traitement fongicide 
permet : 

(a) de diminuer le pourcentage d'epis contamin6 par Fusarium ; 
10 (b) de reduire la production de mycotoxines ; 

(c) d'augmenter significativement les rendements obtenus. 
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REVENDICATIONS 



1. Procede de prevention ou de traitement des contaminations de 
c6reales par des champignons ou des moisissures producteurs de 
mycotoxines comprenant la pulverisation en champs d'une 

s suspension aqueuse de spores d'un microorganisme de la famille de 

Geotrichum candidum possedant les caracteristiques suivantes : 

0 une absence d'activit6 mutagene mesuree par le test d'Ames, 
0 une absence de production de mycotoxines. 

2. Procede selon la revendication 1 dans lequel Geotrichum candidum 
10 est une levure de malterie. 

3. Procede selon la revendication 2 dans lequel Geotrichum candidum 
est Tune des souches dSposees le 6 septembre 1994 sous les 
n' 1.1474 et 1.1975. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3 dans lequel les 
15 champignons producteurs de mycotoxines sont de Tespece 

Fusarium. 

5. Procede selon I'une des revendications 1 a 4 dans lequel la 
pulverisation est realis^e d raison de 10^ a 10^^ spores par hectare. 

6. Precede selon Tune des revendications pr^c^dentes dans lequel la 
20 pulverisation est realisee en une seule fois au stade eplaison- 

floraison du developpement des cereales ou en plusieurs fois au 
cours de la vegetation entre le tallage et la floraison. 



7. 



Precede selon la revendication 1 dans lequel les cereales sont 
choisies parmi le ble, Torge, le seigle, Tavoine, le mats ou le triticale. 
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8. Proc6d6 selon Tune des revendications precedentes dans lequel 
Geotrichum candidum est associ6 a d'autres microorganismes, 
notamment des bacteries lactiques. 

9. Precede selon la revendication 1 dans lequel la pulverisation est 
5 associee a un traitement fongicide. 

10. Precede selon la revendication 9 dans lequel le fongicide est choisi 
parmi Tazoxystobine, le bromuconazole, le tebuconazole. 
Tepoxyconazole, le kresoxymethyle ou une association de ceux-ci. 

11. Proced6 selon la revendication 10 dans lequel le fongicide est 
10 appliqu6 au stade dernidre feuille du developpement de la cereale. 

12. Precede selon la revendication 10 dans lequel le fongicide est 
applique au stade floraison. 

13. Precede selon la revendication 12 dans lequel la pulverisation est 
r6alisee au stade floraison. 

15 14. Precede selon la revendication 10 dans lequel le fongicide est ajoute 
d la suspension aqueuse de spores de Geotrichum candidum . 

15. Utilisation d'un microorganisme de la famille de Geotrichum 
candidum dans la fabrication d'une preparation apte a traiter ou 
prevenir les maladies resultant de la contamination des cultures par 

20 des champignons ou moisissures, notamment le pietin verse, 

roTdium, la rouille brune. la septotriose. rhelminthosporiose, la 
rhynchosporose et la fusariose. 

16. Utilisation d'un microorganisme de la famille de Geotrichum 
candidum dans la fabrication d'une preparation apte a diminuer d'au 
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moins 30% et de preference au moins 50% la production de 
mycotoxines lors de la v6g§tation de cultures de c6r§ales. de fruits, 
de legumes, de vigne. 

17. Utilisation selon Tune des revendications 15 ou 16 dans laquelle la 
5 preparation permet une pulverisation de 10® a 10^^ spores par 

hectare. 

18- Utilisation selon Tune des revendications 15 ou 16 dans laquelle 
Geotrichum candidum est associ6 a d'autres microorganismes, 
notamment des bacteries lactiques. 

10 19. Utilisation selon Tune des revendications 15 ou 16 dans laquelle 
Geotrichum candidum est associe a un ou plusieurs fongicides. 

20. Utilisation selon la revendication 19 dans laquelle le fongicide est 
choisi pamil Tazoxystobine , le bromuconazole, le tebuconazole, 
I'epoxyconazole, le kresoxymethyle, ou une association de ceux-ci. 



15 
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